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Einleitung  1 
1 Einleitung 
 
1.1 Das Ubiquitin-Proteasom-System 
Die Gesamtheit aller Proteine in einer Zelle oder Organismus unterliegt einem komplexen und 
dynamischen Gleichgewicht aus Proteinbiosynthese und Proteinabbau. Der wichtigste nicht-
lysosomale Abbauweg in Pro- und Eukaryonten erfolgt durch das ATP-abhängige Ubiquitin-
Proteasom-System (UPS).
[1]
 Proteine deren Aktivität, Stabilität oder subzelluläre Verteilung 
moduliert wurden, werden für die Zelle überflüssig und zum Abbau vorgesehen. Dazu sieht 
das UPS eine Polyubiquitinylierung des sog. Substratproteins vor. Ubiquitin besteht mit einer 
Masse von 8 kDa aus 76 Aminosäuren, dessen C-Terminus durch das aktivierende Enzym E1 
zunächst adenyliert wird. E1-internes Cystein bildet dann eine Thioestergruppe mit diesem 
aktivierten Ubiquitin-Rest, um im Anschluss mit dem Ubiquitin-konjugierenden Enzym E2 
durch eine Umesterung ausgetauscht zu werden. Ein drittes Enzym E3 überträgt dieses 
Konjugat an einen speziellen Lysin-Rest des Substratproteins. Da ebenfalls Ubiquitin über 
interne Lysin-Reste verfügt wird diese Enzymkaskade mehrmals wiederholt, wodurch das 
Substrat zum Abbau durch das Proteasom markiert wird (Abbildung 1). 
 
Abbildung 1:  ATP-abhängiger Mechanismus der Polyubiquitinylierung von Substratproteinen 
durch E1/E2/E3-Katalysekaskade. Die Ubiquitinylierung markiert das Substrat für 
den Abbau durch das Proteasom. Modifizierte Abbildung.
[1]
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Das UPS steuert zudem eine Vielzahl an physiologischen Prozessen, indem es neben 
fehlgefalteten Proteinen auch regulatorische Enzyme wie die Tumorsupressorproteine p53 
und p27 oder die IκBα Kinase abbaut. p53 stoppt den Zellzyklus in gesunden Zellen, falls die 
Reparatur eines stressinduzierten DNA-Schadens nötig ist. Zellulärer Stress kann durch 
unterschiedliche Faktoren ausgelöst werden, wie beispielsweise: Reaktive Sauerstoff-
/Stickstoff-Spezies (ROS/RNS), Zytokine, Viren oder ionisierende Strahlung. Ist die DNA-
Reparatur nicht möglich, wird p53 überexprimiert, was zum programmierten Zelltod, der sog. 
Apoptose, führt (Abbildung 2). p53 verhindert dadurch die Zellteilung bei geschädigter DNA. 
Seine Inaktivierung ist ein universeller Schritt in der Entartung von gesunden Zellen zu 
malignen Tumoren.
[2]
 Der proteasomale Abbau der Kinase IκBα führt zur Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors NF-κB und zu dessen Wanderung in den Zellkern. Dort erhöht er die 
Expression verschiedener Gene, deren Produkte für die Regulierung verschiedenster 
Signalwege verantwortlich sind. Dieser Vorgang kann zum Überleben der Zelle, trotz DNA-
Schaden, führen. Insbesondere der Einfluss auf diesen NF-κB-Signalweg macht die 
Inhibierung des Proteasoms zu einer vielversprechenden Therapiestrategie, nicht nur für 
zahlreiche Krebs-, sondern auch für Autoimmunerkrankungen. 
 
Abbildung 2: Intrazelluläre Signalwege, die mit dem Proteasom verknüpft sind und als elementar 
für das Überleben der Zelle nach einem Stress-induzierten DNA-Schaden gelten. 
Zum einen führt Stress zur Akkumulierung des Tumorsuppressors p53, welcher 
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nach aktivierter Genexpression Apoptose induziert. Die Ubiquitin-Ligase MDM2 
ubiquitinyliert p53 und ebnet damit den Weg zum Abbau durch das Proteasom. 
Zum anderen führt zellulärer Stress zur Phosphorylierung der Kinase IκBα und 
damit zu dessen proteasomalen Abbau. Dieser Prozess setzt den 
Transkriptionsfaktor NF-κB frei, welcher durch die Verstärkung verschiedener 
Signalwege das Überleben DNA-geschädigter Zellen sicherstellt. Modifizierte 
Abbildung.
[1]
 
„Für die Entdeckung des Ubiquitin-gesteuerten Proteinabbaus“ wurden Ciechanover, Hershko 
und Rose im Jahr 2004 mit dem Nobelpreis für Chemie ausgezeichnet. 
1.2 Das Proteasom 
1.2.1 Struktureller Aufbau und Funktion 
Das Proteasom ist ein multikatalytischer Enzymkomplex und bildet das Kernstück des UPS 
(Abbildung 3). Bis zum heutigen Tage sind drei unterschiedliche Spezies dieser Protease 
bekannt: das konstitutive Proteasom, das Immunoproteasom und das Thymoproteasom. 
Während sich diese Proteasomsubtypen durch Häufigkeit, Aktivität und Substratspezifität 
zwischen verschiedenen Zelltypen unterscheiden (Absatz 1.2.2), ist die Grundstruktur und 
Funktionsweise des Substratabbaus konserviert. 
 
Abbildung 3:  Struktureller Aufbau des 26S-Proteasoms. Das 20S-Proteasom (CP) besteht aus 
zwei α- und zwei β-Ringen, in welchen die aktiven Untereinheiten (β1, β2, β5) zu 
finden sind. Umgeben wird das CP von zwei regulatorischen 19S-Proteasomen 
(RP), was zusammen ein 26S-Proteasom ergibt. 
Das ~2500 kDa schwere 26S-Proteasom setzt sich aus einem katalytisch aktiven 20S-
Kernpartikel (20S-Proteasom; CP) zusammen, welcher beidseitig von regulatorischen 19S-
Kappen (19S-Proteasom; RP) umgeben ist. Letztere sind für die Erkennung ubiquitinylierter 
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Substratproteine, deren Entfaltung und Transport in das CP zuständig.
[3]
 Um die Migration 
unerwünschter Proteine zu den katalytisch aktiven Zentren zu verhindern, verfügt das RP über 
spezielle Proteine, welche nach erfolgreicher Erkennung (Rpn10 und Rpn13) eines markierten 
Substratproteins, selbiges deubiquitinylieren (Rpn11) (Abbildung 4). Im Anschluss erfolgt die 
Proteinentfaltung durch sechs sog. Rpt Proteine, um nach Öffnung der 19S-Kappe die 
Translokalisation zum CP zu gewährleisten (Rpt1-Rpt6). 
 
Abbildung 4: Struktur des 19S-Proteasoms isoliert aus S. cerevisiae (EMDB-Eintrag: 2165). 
Dargestellt sind Rpt ATPasen (dunkelrot), Ubiquitin Rezeptoren (blau), MPN 
Domäne Proteine (grün), PC Proteine (hellrot) und PCI Domäne Proteine (gelb). 
Bekannte Funktionen der dargestellten Proteine beschränken sich weitgehend auf: 
Substraterkennung durch Rpn10 und Rpn13, Deubiquitinylierung durch Rpn11 und 
Translokalisation durch Rpt1-Rpt6.
[3]
 
Das ~700 kDa schwere CP ist strukturell wie ein Zylinder mit der Länge von ~160 Å und 
einem Durchmesser von ~120 Å aufgebaut. Vier heptamere Ringe mit jeweils sieben 
Untereinheiten sind folgend einer α7β7β7α7-Stöchiometrie aufeinander gestapelt, woraus sich 
eine 72-Punktsymmetrie des Enzymkomplexes ergibt.
[4-5]
 Obwohl sich die Primärsequenzen 
der α- und β-Untereinheiten sehr unterscheiden, zeigen sie dennoch eine gleichartige Faltung. 
Fluoreszenz-Assays an eukaryontischen Zellen zeigen, dass jeder β-Ring drei katalytisch 
aktive Taschen mit unterschiedlichen Substratpräferenzen beherbergt: die β1-Untereinheit mit 
bevorzugter Substratspaltung nach sauren Aminosäureresten wird Caspase-ähnliche Aktivität 
(CL) genannt, β2 wird aufgrund der Spaltpräferenz nach basischen Resten eine Trypsin-
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ähnliche Aktivität (TL) zugeschrieben und β5 schneidet nach neutralen, hydrophoben Resten 
mit einer Chymotrypsin-ähnlichen Aktivität (ChTL). Weiterführende Mutations- und 
Strukturstudien bestätigen die unterschiedlichen Proteolyseaktivitäten dieser β-
Untereinheiten.
[5-7]
 Entscheidend für die Substratspezifität der aktiven Untereinheiten ist die 
Gestalt des Substratbindungskanals zum aktiven Zentrum, der durch Kavitäten geprägt ist, die 
sich in Größe und Polarität der Oberflächen unterscheiden. Eine systematische Nomenklatur 
unterscheidet ausgehend vom aktiven Zentrum des Proteasoms zwischen einer nicht-
gestrichenen einer gestrichenen Seite des Substratbindekanals bzw. der peptidischen 
Substratkette (Schema 1A).
[8]
 Die Substratspezifitäten der drei Untereinheiten lassen sich 
bereits bei näherer Betrachtung der S1-Bindungstaschen, welche durch die Position der 
Aminosäure 45 definiert ist, vorhersagen.
[4]
 Die β1-Untereinheit trägt an dieser Position 
Arg45, um entsprechend der CL mit sauren Aminosäuren zu wechselwirken, wohingegen β2 
mit Gly45 genug Raum bietet, damit basische Reste gemäß der TL das nahegelegene saure 
Glu53 erreichen können. Die Spezifität der β5-Untereinheit ist durch die überaus bewegliche 
Met45-Seitenkette geprägt. Durch diese Flexibilität sind sogar sterisch anspruchsvolle P1-
Reste in der Lage eine Umwandlung der nativen Konformation von Met45 zu induzieren, 
wodurch Raumbedarf gedeckt und hydrophobe Wechselwirkungen zur Stabilisierung 
gewährleistet werden. Die ChTL der β5-Untereinheit des Proteasoms wird von den meisten 
Substratproteinen angesprochen und erfährt deshalb besonderes Interesse. 
   
 
6  Einleitung 
 
Schema 1:  A: Schematische Nomenklatur der Lage eines Substratproteins im 
Substratbindekanal des Proteasoms. Ausgehend vom aktiven Zentrum Thr1O
γ
 wird 
zwischen einer nicht-gestrichenen Seite, fortlaufend nummeriert in Richtung des N-
Terminus des Substrats, und einer gestrichenen Seite, entsprechend in Richtung 
des C-Terminus unterschieden. S steht für die Kavität des Substratbindekanals 
und P für die komplementäre Aminosäure der zu spaltenden Peptidkette.
[8]
 B: 
Allgemeiner Mechanismus der proteolytischen Peptidspaltung durch das 
Proteasom. Katalytisch aktives Thr1 (blau) bindet an die zu schneidende 
Peptidgruppe des Substrats (rot), um nach Formierung eines Ester-Intermediats 
durch Hydrolyse regeneriert zu werden und Spaltprodukte freizusetzen. 
Die proteolytische Spaltung der zum Abbau vorgesehenen Proteine folgt einem für alle 
katalytisch aktiven Untereinheiten analogen Mechanismus (Schema 1B). Das aktive Zentrum 
trägt ein N-terminales Threonin (Thr1), welches durch einen nukleophilen Angriff durch seine 
Hydroxylgruppe (Thr1O
γ
) die Hydrolyse der zu schneidenden Bindung einleitet. Der N-
Terminus Thr1N aktiviert diesen Angriff, indem es durch Koordinierung eines 
Wassermoleküls die Nukleophilie der Hydroxylgruppe signifikant erhöht. Das zunächst 
entstehende Ester-Intermediat wird im Anschluss hydrolysiert, Oligopeptide einer 
Kettenlängenverteilung zwischen drei und 25 Aminosäuren werden freigesetzt, wodurch sich 
Thr1 für den nächsten Katalysezyklus regeneriert.
[9]
 Die weitere Zerkleinerung der erzeugten 
Peptidfragmente erfolgt durch Peptidasen, welche dem Organismus einzelne Aminosäuren zur 
Peptidbiosynthese zur Verfügung stellen. Fragmente mit Kettenlängen zwischen acht und 
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neun Aminosäuren können zudem, als sog. T-Zell-Antigene, als Substrate für MHC I-
Komplexe dienen.
[10]
 Vor allem Peptide die durch die β2- oder β5-Untereinheit erzeugt 
werden, also mit basischem oder neutral/hydrophoben C-Terminus, werden hierbei bevorzugt. 
1.2.2 Proteasomsubtypen 
Das Proteasom ist an einer Fülle verschiedener zellulärer Prozesse beteiligt, darunter 
Zellzyklus-Progression, Signalübermittlung und Antigenpräsentation. Sogar Bakterien, mit 
der Ausnahme von Aktinobakterien, weisen proteasomartige Komplexe namens Heat Shock 
Locus V (HslV) auf, welche aus zwei sechsgliedrigen Ringen mit identischen β-
Untereinheiten aufgebaut sind (Schema 2).
[11]
 
 
Schema 2:  Schematische Übersicht der evolutionären Entwicklung katalytisch aktiver 
Untereinheiten der 20S-Proteasomsubtypen. Blaue Färbung steht für inaktive 
Untereinheiten. Identische Farben stehen für konservierte Strukturen/Funktionen. 
Unterschiedliche Farbtöne repräsentieren Veränderungen der entsprechenden 
Untereinheit im Zuge der Evolution. Modifiziertes Schema.
[12]
 
Eukaryonten, wie beispielsweise die Backhefe Saccharomyces cerevisiae, exprimieren eine 
evolutionär fortgeschrittene und deutlich komplexere Form des Proteasoms mit sieben 
unterschiedlichen α- und β-Untereinheiten, welches mit dem sog. konstitutionellen Proteasom 
(cCP) in Wirbeltieren strukturell nahezu identisch ist.
[5]
 Neben dem cCP, was in nahezu allen 
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Zelltypen vorkommt, wurden bis zum heutigen Tage zwei weitere vertebrate 
Proteasomsubtypen identifiziert. Das in Thymus-Epithelzellen lokalisierte Thymoproteasom 
(tCP) ist in der positiven Selektion der Entwicklung von T-Zellen involviert.
[13]
 Die dritte 
Proteasomform der Wirbeltiere ist das Immunoproteasom (iCP), welches durch das Zytokin γ-
Interferon (IFN-γ) vermehrt exprimiert wird. IFN-γ wird zur Intensivierung der 
Immunantwort in Immunzellen im Falle einer Infektion vermehrt abgesondert. Die durch das 
hoch aktive iCP produzierten Spaltprodukte dienen als T-Zell-Antigene in MHC I-Komplexen 
und gewährleisten dadurch eine effektive Erkennung infizierter und entarteter Zellen, damit 
diese im Zuge der Immunantwort von T-Killerzellen eliminiert werden können. Die 
verschiedenen biologischen Funktionen der drei Proteasomsubtypen cCP, tCP und iCP sind 
auf marginale Unterschiede der Enzymprimärstrukturen zurückzuführen, die zu bedeutenden 
Veränderungen der Spaltpräferenzen führen, welche durch die chemische Struktur ihrer 
substratspezifischen Taschen S des Bindungskanals bestimmt werden.
[12]
 Während 
beispielsweise β1c nach sauren Resten schneidet, werden im Immunoproteasom-Analogon 
β1i verzweigte hydrophobe Reste bevorzugt.[14] Dahingegen haben β5c und β5i beiderseits 
eine hydrophobe S1-Bindetasche, weshalb ihnen eine ChTL zugeschrieben wird. Jedoch zeigt 
ein Vergleich der Kristallstrukturen des Maus-cCP und -iCP eine signifikant kleinere S1-
Bindetasche in β5c, als in β5i. Dies ist auf van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen 
Met45 und der aliphatischen Seitenkette der nahegelegenen Aminosäure Gln53 im iCP 
zurückzuführen. Im cCP ist an Position 53 ein Serin angesiedelt, was eine solche 
Wechselwirkung nicht ermöglich und zu der in Abschnitt 1.2.1 erwähnten Flexibilität von 
Met45 und der vergleichsweise kleinen S1-Tasche führt. Kurz gefasst produzieren β1i, β5c 
und β5i hoch aktive T-Zell-Antigene für MHC I-Rezeptoren, wohingegen davon ausgegangen 
wird, dass die Untereinheit β5t des tCP´s niedrig affine MHC I-Liganden bereitstellt.[12] Dies 
wird auf die hydrophile Natur des Threonins an Sequenzposition 45 im Thymoproteasom 
zurückgeführt.
[13]
 
1.2.3 Inhibitoren des Proteasoms 
Über 90% des zellulären Proteinabbaus geschieht durch das UPS.
[4]
 Entsprechend ist 
Regulation proteasomaler Aktivität essentiell für verschiedene biologische Prozesse wie: 
Antigenpräsentation, Zellzykluskontrolle, Signaltransduktion und Proteinqualitätskontrolle. 
Inhibition des Proteasoms kann zur Unterbrechung des Zellzyklus oder zur Akkumulation von 
Proteinen in der Zelle führen, was die Apoptose beschleunigt. Chemische Verbindungen, die 
mit einem oder mehreren Aktivzentren des CP’s wechselwirken und diese dadurch 
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modulieren oder inhibieren sind von hoher biologischer Signifikanz. Zum einen können 
chemisch-biologische Ansätze zur Erforschung des Wirkungsmechanismus des CP’s verfolgt 
werden, oder zum anderen Inhibitoren mit Aussicht auf mögliche Anwendungen als 
Wirkstoffe entwickelt werden. Seit der Entdeckung des CP’s werden zahllose Naturstoffe und 
synthetische Verbindungen auf ihre Fähigkeit die unterschiedlichen proteasomalen 
Aktivitäten zu inhibieren, getestet.
[15]
 Proteasominhibitoren werden basierend auf ihren 
charakteristischen Bindungsmodi an die proteolytisch aktiven Bindungstaschen klassifiziert. 
In diesem Abschnitt werden die verschiedenen Inhibitorklassen anhand ihrer prominentesten 
Vertretern vorgestellt. 
Peptidische Aldehyde: Calpain Inhibitor I 1 wurde ursprünglich entwickelt, um die Aktivität 
von sog. Calpainen, welche zur Familie der Cysteinproteasen gehören, zu blockieren. 
Aufgrund der hohen Reaktivität der aldehydischen Kopfgruppe hat sich 1 als unspezifisch 
herausgestellt, da es neben verschiedenen Serin- und Cystein-Proteasen zudem das Proteasom 
inhibiert.
[4, 16]
 Die Kristallisation von 1 im Komplex mit dem 20S-Proteasom des 
Archaebakteriums Thermoplasma acidophilum zeigte, dass das CP eine Threonin Protease ist 
und ermöglichte damit erstmals zielgerichtetes Inhibitordesign (Abbildung 5B).
[17-18]
  
 
Abbildung 5:  A: Wirkmechanismus aldehydischer Proteasominhibitoren. Thr1O
γ
 reagiert mit der 
Aldehyd-Kopfgruppe unter Bildung eines Halbacetals. B: Calpain Inhibitor I 1 als 
erster Proteasominhibitor, dessen Bindungsmechanismus anhand 
Röntgenstrukturanalyse eines 1/CP-Co-Kristalls aufgeklärt werden konnte.
[17-18]
 
Modifizierte Abbildung.
[4]
 C: MG132 2 ist ein weit verbreiteter, unselektiver, 
kommerzieller Proteasominhibitor. Durch Substitution des P2-Rests von Leucyl 
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zum raumfüllenden tert-Butyl-Aspartat (BSc2118 3) wird die Selektivität gegenüber 
dem CP signifikant erhöht.
[19]
 
Das aktive Thr1O
γ
 greift die Aldehyd-Kopfgruppe an, wodurch sich ein Halbacetal ausbildet 
(Abbildung 5A). Dieser reversible Vorgang führt zur kovalenten Bindung des Inhibitors an 
sämtliche aktive Taschen des CP’s. Diese strukturellen Daten ermöglichten die Identifizierung 
der Untereinheiten β1, β2 und β5 und deren Bindungstaschen im eukaryontischen Proteasom. 
Da das Einpassungsvermögen und die Beweglichkeit eines Inhibitors wichtig für dessen 
Stabilisierung im gebunden Zustand sind, ist es leicht nachvollziehbar, dass 
Strukturinformationen über die Flexibilität von Seitenketten und räumliche Einschränkungen 
der Bindungstaschen nützlich für strukturbasierte Ansätze des Inhibitordesigns sein können. 
Um dies zu verdeutlichen lohnt sich der Vergleich des Calpain Inhibitors I 1 mit dem durch 
die Firma Mygenics entwickelten aldehydischen Inhibitor MG132 2 (Abbildung 5C). Der 
entscheidende Strukturunterschied liegt in den P1 Seitenketten. Während 1 einen n-Butyl-
Rest trägt, ist bei 2 ein konstitutionsisomerer iso-Butyl-Rest (Leucin) zu finden. Der marginal 
erscheinende strukturelle Unterschied spiegelt sich signifikant im Selektivitätsvergleich der 
beiden Inhibitoren wieder. So ist die günstige Stabilisierung des Liganden 2 durch den iso-
Butyl P1-Rest dafür verantwortlich, dass für einen vergleichbaren Inhibitionseffekt des CP’s 
eine 10-mal niedrige Konzentration von MG132 2 als vom Calpain Inhibitor I 1 nötig ist.
[20]
 
Ein weiterer interessanter aldehydischer Inhibitor ist BSc2118 3 (Abbildung 5C).
[19]
 Er trägt 
an P1 und P3, ebenso wie MG132 2, Leucyl-Reste. Als P2-Seitenkette kommt eine 
raumfüllende tert-Butyl-Aspartat-Gruppe zum Einsatz, welche die ausgedehnte Kavität der 
S2-Spezifität der β5-Untereinheit nahezu vollständig ausfüllt. Dieses Strukturmerkmal 
diskriminiert BSc2118 3 von anderen Proteasen mit stärkeren Raumbegrenzungen der S2 
Bindungstasche und weist deshalb eine deutlich höhere Spezifität gegenüber dem Proteasom 
im Vergleich zu MG132 2 auf.
[21]
 Aldehydische Proteasominhibitoren passieren rasch die 
Zellwand, die Verweilzeit am aktiven Zentrum ist aufgrund des reversiblen 
Bindungsmechanismus kurz. Intrazelluläre Oxidation zu Carbonsäuren gewährleistet einen 
schnellen Transport der Inhibitor Überreste aus der Zelle, was mit hohen Dissoziationsraten 
einhergeht.
[16]
 
Peptidische Vinylsulfone: Die Vinylsulfon-Kopfgruppe eignet sich als Michael-Akzeptor-
System zur Ausbildung kovalenter Bindungen mit weichen Nukleophilen, wie beispielsweise 
mit Thiolen. Deutlich unreaktiver als aldehydische Inhibitoren, binden peptidische 
Vinylsulfone dennoch das proteasomale Aktivzentrum Thr1O
γ
 (Abbildung 6A). 
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Abbildung 6:  A: Wirkmechanismus vinylsulfonischer Proteasominhibitoren. Die Michael-Position 
der Kopfgruppe wird durch Thr1O
γ
 des aktiven Zentrums angegriffen, um den 
Inhibitor kovalent und irreversibel zu binden. B: MG412 4 ist das Vinylsulfon-
Analogon von MG132 2, dessen Selektivität gegenüber dem Proteasom durch 
Modifikation der Z-Schutzgruppe (NL3VS 5) signifikant erhöht werden kann.
[22]
 
Serinproteasen bleiben verschont, intrazelluläre Cysteinproteasen, wie beispielsweise 
Cathepsine, werden dahingegen selektiv gebunden, da Michael-Akzeptoren weiche 
Nukleophile bevorzugen. Aus diesem Grund eignen sich Vinylsulfone als 
Proteasominhibitoren weniger für den Einsatz in vivo, dafür umso mehr für mechanistische 
Studien. Das irreversible Bindungsmotiv der Kopfgruppe ermöglicht vielseitige 
Markierungen der Aktivzentren, was durch Modifikation des peptidischen Rückgrats gut 
möglich ist. Inhibitoren wurden bereits durch Radioisotope, Biotin-Fragmente und 
Fluorophore markiert, um bestimmte Eigenschaften proteasomaler Untereinheiten studieren 
zu können.
[23]
 Die Selektivität der Proteasominhibition durch Vinylsulfone kann prinzipiell 
durch Modifikation des peptidischen Rückgrats erhöht werden. So führt beispielsweise der 
Austausch der Z-Schutzgruppe des MG132 2-Analogons MG412 4 durch eine 3-Nitro-4-
hydroxy-5-iodphenylacetat-Gruppe zum Inhibitor NL3VS 5, welcher eine signifikant 
reduzierte Inhibition gegenüber den Cysteinproteasen Cathepsin B und S aufweist (Abbildung 
6B).
[22]
 
Peptidische Boronsäuren: Die Boronsäure-Kopfgruppe ist deutlich potenter als Aldehyde 
und zeigt wesentlich niedrigere Dissoziationsraten. Der Vergleich zwischen dem Aldehyd 
MG132 2 und dessen Boronsäure-Analogon MG262 6 macht dies deutlich (Abbildung 7B). 
Der IC50-Wert ist gegenüber 2 etwa 100-fach erniedrigt, der Ki-Wert liegt bei 
beeindruckenden 0,18 nM.
[24]
 Aufgrund des Elektronenmangels des Bor-Atoms der 
Kopfgruppe, hat diese eine enorme Affinität zum freien Elektronenpaar des Sauerstoff-Atoms 
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Thr1O
γ
 (Abbildung 7A). Gly47N bildet zudem das sog. Oxyanion-Loch, welches mit einer 
der Hydroxygruppen des tetraedrischen Boronat-Addukts verbrückt ist. 
 
Abbildung 7:  A: Wirkmechanismus peptidischer Proteasominhibitoren auf Boronsäure-Basis. 
Thr1O
γ 
reagiert mit der Boronsäure-Kopfgruppe unter Ausbildung einer kovalenten 
Bindung. B: Das Boronsäure-Analogon MG262 6 des Aldehyds MG132 2. C: 
Bortezomib 7 ist der erste durch die FDA zugelassene Proteasominhibitor zur 
Behandlung des Multiplen Myeloms und des Mantellzell-Lymphoms. Hier in der 
gebundenen Form dargestellt. Die Wasserstoffbrücken zwischen den Hydroxy-
Gruppen der Kopfgruppe und den Stickstoff Atomen von Gly47 und Thr1 wirken 
stabilisierend.
[4]
 
Die zweite Hydroxygruppe bildet eine weitere Wasserstoffbrücke mit Thr1N. Aus chemischer 
Sicht ist die Veresterungsreaktion einer Borsäure mit einem Alkohol ein reversibler Prozess. 
Biologische in vitro Enzymkinetik beweist aus zuvor beschriebenen Gründen ein scheinbar 
irreversibles Verhalten von Boronsäureinhibitoren bei der Bindung an das CP. In der 
Fachliteratur herrscht bis heute keine Einigkeit über die Verwendung von reversibel und 
irreversibel in diesem Kontext. Sinnvoll wäre es den Wortgebrauch „quasi Irreversibilität“ zu 
benutzen. Peptidische Boronsäuren können neben Threoninproteasen zusätzlich Serin 
Proteasen inhibieren. Im Unterschied zu den bereits beschriebenen aldehydischen und 
vinylsulfonischen Inhibitoren, sind Boronsäuren schwache Hemmstoffe der Cystein 
Proteasen. Dies liegt an der schwachen Wechselwirkung zwischen Bor und Schwefel Atomen. 
Aufgrund dieses Selektivitätsmerkmals und der guten Stabilität unter physiologischen 
Bedingungen haben sich peptidische Boronsäuren als attraktive Kandidaten zur 
Wirkstoffentwicklung erwiesen. Das pseudo-dipeptidische Boronsäurederivat Bortezomib 7 
wurde ursprünglich zur Behandlung muskulärer Erkrankungen entwickelt, aufwendige 
Proteasen-Screenings identifizierten jedoch das wahre Potential dieser Verbindung 
(Abbildung 7C). Bortezomib 7 konnten keine Wechselwirkungen mit anderen Proteasen als 
dem Proteasom nachgewiesen werden, was 7 den Weg bis zur Zulassung als Medikament zur 
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Behandlung der Krebserkrankungen Multiples Myelom und Mantellzell-Lymphom durch die 
FDA im Jahre 2008 ebnete. Trotzdem wird die intravenöse Tumortherapie mit Bortezomib 7 
von heftigen Nebenwirkungen begleitet, was auf Off-Target-Effekte des Inhibitors 
zurückzuführen ist. Häufig auftretende Nebenwirkungen (>20%) sind Blutarmut, Mangel an 
Thrombozyten, Erschöpfungserscheinungen, Übelkeit, Durchfall, Fieber und in etwa 30% der 
Fälle die schwere Nervenerkrankung Periphere Neuropathie (PN).
[25]
 Letztere führt zu 
Taubheitsgefühlen in Armen und Beinen, in schweren Fällen zur vollständigen Immobilität 
des Patienten. In der Fachliteratur werden unterschiedliche Hypothesen für das Auftreten 
dieser Nebenwirkung aufgestellt. Darunter wird die mangelnde Selektivität zwischen den 
Untereinheiten β1, β2 und β5 diskutiert. Bortezomib inhibiert bevorzugt β5, zu einem 
geringeren Anteil β1 und β2 verbleibt nahezu unbeeinflusst.[26] Eine weitere Hypothese 
besagt, dass Proteasominhibition sensorische Neuronen schädigt und dadurch PN auslöst. 
Hierbei steht die mitochondriale Serin-Protease HtrA2/Omi unter Verdacht mit 
Proteasominhibitoren wechselzuwirken.
[27]
 Es ist bekannt, dass HtrA2/Omi vor der 
Degeneration von Nervenzellen schützt.
[28]
 Unabhängig davon, ob die Off-Target-Effekte, 
welche zu der Nebenwirkung PN führen, von proteasomaler oder nicht-proteasomaler Natur 
sind, konzentriert sich die Wirkstoffforschung auf die Entwicklung neuer Inhibitoren des 
CP’s, die neben einer hohen Potenz höchstes Maß an Selektivität gegenüber der gewünschten 
Untereinheit vorweisen. 
Bivalente Kopfgruppen: Eine Strategie die Spezifität gegenüber Threonin-Proteasen zu 
erhöhen ist die Einführung sog. bivalenter Kopfgruppen, welche sich durch zwei elektrophile 
Zentren auszeichnen, um sowohl Thr1O
γ
, als auch Thr1N zu binden. Vorreiter dieser 
Substanzklasse ist der Naturstoff Epoxomicin 8, ein spezifischer irreversibler 
Proteasominhibitor. Durch eine Analyse der Kristallstruktur des Hefe-CP’s im Komplex mit 
dem α,β-Epoxyketon 8 konnte ein plausibler Bindungsmechanismus abgeleitet werden 
(Abbildung 8A+C). Thr1O
γ
 reagiert mit der Keto-Funktion des Inhibitors unter Bildung eines 
Halbketals, wohingegen Thr1N durch nukleophilen Angriff das Epoxid öffnet und den 
Morpholin-Ring schließt. Dabei macht sich diese Kopfgruppe den ungewöhnlichen 
katalytischen Mechanismus des Proteasoms zunutze, da die katalytischen Reste von Serin- 
und Cystein-Proteasen keine freien α-Aminogruppen tragen, um ein solches Morpholin-
Addukt bilden zu können. 
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Abbildung 8: A: Vorgeschlagener Mechanismus für die Bildung des Morpholin-Rings nach 
reversiblem Auftaktschritt durch nukleophilen Angriff von Thr1O
γ
 auf die Keto-
Funktion des Epoxyketons und irreversible Öffnung des Epoxids durch Thr1N. B: 
Vorgeschlagener Mechanismus für die Bildung des Dihydro-Oxazin-Rings nach 
reversiblem Auftaktschritt durch nukleophilen Angriff von Thr1O
γ
 auf die Keto-
Funktion des Ketoaldehyds und reversible Iminbildung durch Reaktion von Thr1N 
mit der Aldehyd-Funktion. C: Strukturen der Proteasominhibitoren Epoxomycin 8, 
Carfilzomib 9 und Z-LeuLeuTyr-COCHO 10. 
Optimierung durch Modifikation des peptidischen Rückgrats von Epoxomicin 8 führte zum 
tetrapeptidischen Epoxyketon Carfilzomib 9 (Abbildung 8C). Diese Verbindung bewirkt eine 
höhere Aktivität und Selektivität gegenüber der ChTL in Blutzellen von Tumorerkrankten als 
Bortezomib 7.
[29]
 Eine Phase III Studie konnte letztlich zeigen, dass das Auftreten von PN der 
behandelten Patienten stark reduziert werden konnte. Liegt der Anteil der begleitenden 
Erkrankung nach Bortezomib 7 Behandlung bei etwa 30%, so sind es im Falle einer 
Carfilzomib 9-Therapie nur noch 13%.
[25, 30]
 Seit der Zulassung durch die FDA im Jahre 2012 
wird Carfilzomib 9 nach gescheiterter Bortezomib 7-Therapie an Myelom-Patienten 
eingesetzt. 
Eine weitere Klasse bivalenter Proteasominhibitoren ist durch peptidische α-Ketoaldehyde 
(Glyoxale) gegeben. Im Gegensatz zu Epoxyketonen wird bei dieser Inhibitorklasse ein 
reversibler Bindungsmodus gewährleistet, was prinzipiell die Durchdringung fester Gewebe 
ermöglicht und den Einsatz von Proteasominhibitoren nicht mehr auf verschiedene Arten von 
Blutkrebs beschränken würde. Die Struktur des kommerziellen Ketoaldehyds Z-LeuLeuTyr-
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COCHO 10 im Komplex mit dem Hefe-CP ermöglichte den Vorschlag eines plausiblen 
Bindungsmechanismus (Abbildung 8B+C). Halbketalbildung durch den nukleophilen Angriff 
von Thr1O
γ
 auf die Keto-Funktion des Inhibitors wird gefolgt durch Bildung eines 
Carbinolamin-Intermediats aus Thr1N und der Aldehyd Gruppe. Die darauffolgende 
Kondensation zur Schiff´schen Base führt zur Ausbildung eines Oxazin-Rings am aktiven 
Zentrum.
[31]
 Überraschenderweise haben sich α-Ketoaldehyd-basierte Wirkstoffe durch relativ 
geringes Inhibitionspotential und schwacher Zytotoxizität gegenüber Krebszelllinien vorab als 
ungeeignet zur Tumortherapie erwiesen, weshalb keine klinischen Studien dieser 
Substanzklasse vorliegen.
[32]
 
Peptidische α-Ketophenylamide: Die α-Ketoamid-Funktionalität als reaktive Kopfgruppe zur 
Inhibition des Proteasoms wurde bereits 1999 beschrieben.
[33]
 Die durchgeführte Studie 
machte deutlich, dass P‘-verlängerte peptidische α-Ketoamide eine Steigerung der Selektivität 
und Aktivität gegenüber der gewünschten aktiven Untereinheit bewirken können, dennoch die 
zusätzliche Besetzung der S1-S3-Taschen nötig bleibt. Das aliphatisch verlängerte α-
Ketoamid 11 zeigt einen Ki-Wert von 1,1 nM (Referenz-Substrat: N-methoxysuccinyl-Glu-
Val-Lys-Met-p-nitroanilide) mit einer >150-fachen Selektivität gegenüber der ChTL im 
Vergleich zum Calpain Inhibitor I 1, der als Referenz diente (Abbildung 9A). 
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Abbildung 9:  A: Vielversprechendste Struktur 11 einer Reihe P‘-verlängerter α-Ketoamide der 
ersten Generation.
[33]
 Identifikation der Substanzklasse zur Inhibition des CP‘s. B: 
Zweite Generation P‘-verlängerter α-Ketoamide. Der phenylische P1-Rest der 
Verbindung 12 setzt sich gegenüber den benzylisch substituierten Derivaten 13 
und 14 durch. Das Balkendiagramm zeigt die verbleibende Proteolyseaktivität von 
Zelllysat nach Zugabe des Inhibitors des unbehandelten Lysats (schwarze Balken) 
und des vorbehandelten Lysats mit Complete (weiße Balken).
[19]
 Complete ist eine 
kommerzielle Inhibitor-Mischung, die den Großteil an Serin, Cystein, Aspartyl und 
Metallo-Proteasen hemmt, nicht aber das Proteasom. Der Vergleich mit einer 
Complete-Vorbehandlung erlaubt den Verlust der Proteolyseaktivität einer 
selektiven Inhibition des Proteasoms zuzuschreiben. Modifizierte Abbildung.
[19]
 
Eine Arbeit aus dem Arbeitskreis Prof. Schmidt befasste sich unter anderem mit dem Einfluss 
unterschiedlicher P1‘-Reste auf die Proteasominhibition durch Derivatisierung der α-
Ketoamid-Funktionalität. Als peptisches Rückgrat der ungestrichenen Seite der Liganden 
wurde einheitlich Z-(Leu)3 gewählt, um Vergleichbarkeit mit der Referenz MG132 2 zu 
gewährleisten. Bestimmung des Selektivitätsprofils identifizierte das α-Keto-Phenylamid 
BSc2189 12 als vielversprechendste Verbindung im Vergleich zur Referenz 2 und den α-
Keto-Benzylamiden BSc2188 13 und BSc2187 14 (Abbildung 9B). Mit einem IC50-Wert von 
72 nM ist 12 ein Beispiel für ein erfolgreiches Vorgehen kombinatorischer Chemie ohne 
Zuhilfenahme computerunterstützter Methoden und genauer Kenntnis des Bindungsmodus 
der Substanzklasse. 12 ist damit ein hervorragender Ausgangspunkt zur Erforschung der bis 
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dato wenig beachteten gestrichenen Seite des proteasomalen Bindekanals, um dessen 
Besetzung durch geeignete P1‘-Reste zum Design neuartiger Proteasominhibitoren zu nutzen. 
1.2.4 DNA-Schaden, -Reparatur und Proteasominhibition 
Krebszellen unterscheiden sich von gesunden Zellen durch unkontrollierte Teilung und dem 
Ausbleiben des programmierten Zelltods.
[34]
 In gesunden Zellen wird der Zellzyklus über eine 
Abfolge verschiedener Signalwege gesteuert, was zum Zellwachstum, der DNA-Replikation 
und letztlich zur Teilung der Zelle führt. Auftretende Fehler werden sofern möglich im Zuge 
des Zellzyklus behoben. Ist dies nicht möglich, so begeht die Zelle einen systematischen 
Selbstmord, bekannt als programmierter Zelltod oder Apoptose. Aufgrund genetischer 
Mutationen ist dieser Pfad in Krebszellen defekt, was zu unkontrollierter Zellvermehrung 
führt. DNA-Schaden kann zur Entstehung maligner Tumore führen. DNA-
Doppelstrangbrüche (DSB) können durch verschiedene Faktoren ausgelöst werden, darunter: 
ROS/RNS, Viren und ionisierende Strahlung. Nach Induzierung eines DSB´s werden eine 
Vielzahl an Signalkaskaden zur DNA-Reparatur aktiviert, allen voran die Serin-Proteinkinase 
ATM. Diese Kaskaden lassen sich nach ihren Endpunkten klassifizieren (Schema 3). 
 
Schema 3: Auswahl an DNA-Reparaturmechanismen DSB-induzierter Aktivierung der Kinase 
ATM.
[35]
 Die Schlüsselproteine der Reaktionspfade kommunizieren zum Teil über 
Kreuz. Pfade können nach ihren Endpunkten in Klassen eingeteilt werden. 
Modifiziertes Schema.
[35]
 
ATM phosphoryliert H2AX.
[36]
 Dieses, im Zellkern befindliche, Histon bindet die DNA, 
indem die Doppelstränge möglichst dicht aufgerollt werden. Acht dieser Histon/DNA-
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Komplexe werden zu einem sog. Nukleosom verknüpft. Die höchste Verpackungsstufe ist der 
Chromatinkomplex, der zu einem Großteil aus Nukleosomen besteht. γH2AX wird im 
Umkreis von etwa 1-2 Mega-Basenpaaren des DSB‘s phosphoryliert, und kann nach Immun-
fluoreszenzfärbung als Focus am Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden. Diese 
Methode hat sich im Fachgebiet der Strahlenbiologie als sensibler Nachweis für DSB’s 
etabliert. Die genaue biologische Funktion von γH2AX ist noch nicht endgültig aufgeklärt. Es 
ist jedoch bekannt, dass γH2AX als Andockstelle für verschiedene Proteine der DNA-
Schadens-Antwort fungieren kann
[37]
 und dass DNA-Reparatur in H2AX-armen Zellen nur 
eingeschränkt möglich ist.
[38]
 Der sog. MRN-Komplex (MRE11, RAD50 und NBS1) 
übernimmt eine multifunktionale Rolle. Der Komplex erkennt DSB’s und bindet diese, um im 
Anschluss ATM zu aktivieren. Zudem übernimmt der MRN-Komplex eine stabilisierende 
Rolle im Zuge der Ligation zweier DNA-Enden.
[39]
 Ein weiteres Substrat für ATM ist das 
Protein BRCA1 mit der Aufgabe weitere Reparaturproteine an die DNA-Schadens-Stelle zu 
rekrutieren
[40]
 bzw. deren Abbau durch Katalyse der Ubiquitinylierung zu fördern.
[41]
 Die Co-
Lokalisierung von BRCA1, BRCA2 und Rad51 als nukleare Foci lässt auf eine gemeinsame 
Funktion im DNA-Reparaturprozess schließen.
[42]
 ATM verbindet zudem die DNA-Schadens-
Antwort mit dem Zellzyklus über das Tumorsuppressor Protein p53. Durch direkte 
Phosphorylierung von p53 an Serin15 wird dieses Protein sowohl aktiviert, als auch 
stabilisiert.
[43]
 Außerdem phosphoryliert ATM die Ubiquitin-Ligase MDM2 und leitet dessen 
Abbau ein.
[35]
 So wird die Ubiquitinylierung von p53 durch MDM2 verhindert und bleibt vom 
proteasomalen Abbau vorerst verschont. Weitere p53-Stabilisierung durch ATM nach einem 
Doppelstrangbruch wird durch Phosphorylierung der Checkpoint-Kinasen Chk1 und Chk2 
gewährleistet,
[44-45]
 welche im Anschluss p53 an Serin20 phosphorylieren.
[46]
 Die Aktivierung 
von p53 induziert neben der Expression von Reparaturproteinen auch Inhibitoren der Cyclin-
cdk Komplexe, wie beispielsweise p21Cip1/Waf1.
[45-46]
 Dies kann eine Unterbrechung des 
Zellzyklus in der G1-Phase bewirken. Neben p53-Phosphorylierung führt ein weiterer Weg 
zum Stopp des Zellzyklus. Die bereits erwähnten Checkpoint-Kinasen Chk1 und Chk2 
können durch Phosphorylierung sog. Cdc25 Phosphatasen inaktivieren und dadurch den 
G2/M-Übergang unterbrechen.
[44]
 Je nach Ausprägung des DNA-Schadens kann aktiviertes 
ATM neben DNA-Reparatur und Unterbrechung des Zellzyklus auch Apoptose induzieren. 
Dies kann über p53-Aktivierung oder über p53-unabhängige Signalwege geschehen. Letztere 
schließen folgende ATM-Substrate ein: E2F1,
[47]
 Chk1/Chk2,
[46, 48]
 c-Abl.
[49]
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Der Großteil hier beschriebener Proteine, die Teil der DNA-Schadens-Antwort sind, werden 
durch das Proteasom abgebaut. Prinzipiell stehen Proteinsynthese und -abbau in einem 
empfindlichen Gleichgewicht, dessen Störung nahezu jedem biologischen Mechanismus 
schadet. Im Falle eines Strahlen-induzierten DSB’s befindet sich die Zelle in einem besonders 
gestressten Zustand und ist umso mehr auf das reibungslose Funktionieren des UPS 
angewiesen. Zu den E3-Ligasen (Abbildung 1), welche die Ubiquitinylierung der 
Substratproteine katalysieren, gehören unter anderen MDM2 und BRCA1. Diese Ligasen 
markieren p53 und RAD51 zum proteasomalen Abbau, um intrazelluläre Konzentrationen je 
nach Bedarf zu regulieren.
[50]
 Zudem kann die Aktivierung von NF-κB durch den 
proteasomalen Abbau dessen natürlichen Inhibitors IκB zum Überleben einer Zelle mit 
irreparabel geschädigter DNA führen. Diese Beispiele sollen verdeutlichen, dass 
Proteasominhibition neben einer generellen Störung des Zellmetabolismus, maßgeblichen 
Einfluss auf spezifische DNA-Reparaturmechanismen hat. Es konnte gezeigt werden, dass die 
Inhibition des CP‘s eine strahlensensitivierende Wirkung auf verschiedenste Tumor Zelltypen 
in vitro und in vivo hat.
[50-51]
 Die Anwendung von Proteasominhibitoren als Radiosensitiva in 
der Strahlentherapie hat bereits den Weg in die klinische Phase gefunden. Die Behandlung 
mit Bortezomib 7 wird aktuell an Mantellzell-Lymphom Erkrankten in Kombination einer 
Radioimmuntherapie geprüft (Phase 1, NCT00777114).  
 
1.3 Ausgewählte Anwendungen niedermolekularer 
Fluoreszenzsonden 
Niedermolekulare Fluoreszenzsonden sind meist synthetische Fluorophore mit molaren 
Massen von 300 bis 2000 Dalton. Das Prinzip der Fluoreszenz basiert auf der Absorption des 
Moleküls von elektromagnetischer Strahlung, um dieses in einen elektronisch angeregten 
Zustand zu befördern (Abbildung 10A).
[52]
 Im angeregten Zustand wird Energie, 
beispielsweise durch Stöße mit der Umgebung, strahlungsfrei abgegeben, bis das niedrigste 
Schwingungsniveau des elektronisch angeregten Zustands erreicht wird. Die Rückkehr in den 
elektronischen Grundzustand erfolgt durch spontane Emission der verbleibenden 
Anregungsenergie. Die Wellenlängendifferenz aus Anregung und Emission/Fluoreszenz ist 
der sog. Stokes-Shift.  
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Abbildung 10: A: Durch Absorption von elektromagnetischer Strahlung wird der Fluorophor aus 
dem elektronischen Grundzustand (blaue Potentialkurve) in einen elektronisch 
angeregten Zustand (rote Potentialkurve) promoviert.
[52]
 Ein Teil der absorbierten 
Energie kann strahlungsfrei an die Umgebung abgegeben werden. Ist der 
Schwingungsgrundzustand des elektronisch angeregten Zustands erreicht, erfolgt 
ein strahlender Übergang, also eine Energieabgabe durch Emission eines 
Photons. Die Energie dieses Übergangs ist zwingend niedriger als die des 
absorbierten Lichts und nennt sich Fluoreszenz. Modifizierte Abbildung.
[52]
 B: 
Strukturen verschiedener Fluorophore mit ungefährer Angabe der jeweiligen 
Absorptions/Emissions-Maxima.
[53-54]
 
Fluoreszenzintensität und -wellenlänge, Stokes-Shift, Photobleaching-Verhalten und 
Löslichkeit sind für die Eignung eines Fluorophors für eine bestimmte Anwendung 
maßgebend. In der Fluoreszenzmikroskopie werden Anregungsfilter mit hohen 
Transmissionen für i.d.R. kurzwelliges Licht verwendet. Langwelliges Licht wird möglichst 
vollständig eliminiert, damit Fluoreszenzerscheinungen der Probe nicht überstrahlt werden. 
Durch geschickte Wahl des Filters können maximale Signal/Rausch-Verhältnisse erreicht 
werden. Zu den klassischen Filtern gehören beispielsweise DAPI und FITC, deren 
Durchlässigkeit auf die Anregung des DNA-affinen 4‘,6-Diamidino-2-phenylindols 15 und 
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des reaktiven Fluorescein-Derivats 17 optimiert wurden (Abbildung 10B). Ein weiterer 
niedermolekularer Fluorophor ist 7-Amino-4-methylcoumarin 18 (AMC). Dieses aromatische 
Molekül kann an den C-Terminus spezifischer Enzymsubstrate gekuppelt werden, um in 
Hydrolase-Aktivitäts-Assays als Referenz-Verbindung eingesetzt zu werden. Im gebundenen 
Zustand wird die Fluoreszenz des AMC-Fragments ausgelöscht. Erst nach hydrolytischer 
Spaltung der Amid-Bindung werden definierte Mengen an ungebundenem AMC 18 freisetzt 
und können über UV- oder Fluoreszenzdetektoren quantifiziert werden. Dies ist die übliche 
Methode zur Bestimmung der Restaktivität des Proteasoms nach Zugabe eines Inhibitors, um 
dessen IC50-Wert zu ermitteln. Ein weiterer interessanter niedermolekularer Fluorophor ist 
Me-XO4 19 (Abbildung 10B). Dieses von Congo Rot und Chrysamin-G abgeleitete 
biphenylische Distyrylbenzol-Derivat färbt selektiv neurofibrilläre Bündel (Tau-Fibrillen) und 
Amyloidablagerungen (Aβ-Plaques) in menschlichem Hirngewebe. Diese 
Proteinablagerungen gelten als charakteristische Merkmale der neurodegenerativen 
Erkrankung Alzheimer Demenz (AD) und können selektiv durch 19 im Hirngewebe 
verstorbener AD-Patienten nachgewiesen werden. Neben dieser histochemischen Anwendung 
an speziell präparierten menschlichen Hirnschnitten,
[55]
 ist 19 zudem als in vivo-Marker an 
transgenen Mäusen mit kranialem Fenster etabliert.
[54]
 Aufgrund der kürzlich optimierten 
Synthese dieser Fluoreszenz-starken Sonde sind weitere Anwendungen durch gezielte 
Derivatisierungen möglich.
[56]
 So eignet sich Me-XO4 19 beispielsweise als fluoreszenter 
Grundkörper für metabolisch aktivierbare Farbstoffe zur Detektion von reaktiven Sauerstoff 
(ROS) und Stickstoff (RNS) Spezies. 
1.3.1 Reaktive Sauerstoff- und Stickstoff-Spezies: Biologie, 
Strahlentherapie, Krebs und Detektion. 
Oxidativer und nitrosativer Zellstress äußert sich in Form von der Freisetzung von 
radikalischen ROS/RNS wie HO˙, ROO˙, NO2˙, oder durch Verbindungen wie dem 
Superoxid (O2˙
-
), Singulett-Sauerstoff (
1
O2) oder Peroxosalpetriger Säure (HOONO). 
ROS/RNS haben essentielle biologische Funktionen.
[57]
 Durch direkte Reaktion mit 
Proteinen, wird deren Struktur und Funktion verändert, sodass ROS/RNS eine Vielzahl an 
biochemischen Signalwegen regulieren. Sie sind an der Signalübertragung des 
Zellwachstums, der Aktivitäts-Regulierung von Enzymen, der Steuerung immunologischer 
Reaktionen durch Stimulierung der Produktion von Zytokinen und an der Auslöschung von 
Krankheitserregern beteiligt.
[58]
 Der Hauptanteil an natürlichen ROS wird in den 
Mitochondrien produziert. Elektronen, produziert durch die mitochondriale Atmungskette, 
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können mit molekularem Sauerstoff zum Superoxid-Molekül reagieren, welche in 
Folgereaktionen für die Produktion weiterer ROS und RNS verantwortlich sind. Zudem 
können ROS in Makrophagen und einigen Krebszelltypen durch Katalyse des NADH-
Oxidase-Komplexes entstehen. Als Nebenprodukt biochemischer Reaktionen entstehen die 
hochreaktiven Moleküle beispielsweise im Zuge der Prostaglandin-Synthese und bei 
entgiftenden Reaktionen durch Cytochrom P450. Unnatürliche Aufnahme von ROS und RNS 
kann durch folgende Faktoren geschehen: Luft- und Wasserverschmutzungen der Umwelt, 
Tabakrauch, Eisensalze und ionisierende Strahlung. Zu den natürlichen Abwehrmechanismen 
erhöhter ROS/RNS-Konzentrationen in der Zelle gehört beispielsweise die Glutathion-
Peroxidase. Dieses Enzym katalysiert die Umsetzung des Thioalkohols Glutathion 20 mit 
Wasserstoffperoxid zum Disulfid-verbrückten Dimer von Glutathion in einer Redox-Reaktion 
(Schema 4A). Die Glutathion-Reduktase sorgt dann für die Regenerierung von monomeren 
Glutathion 20 durch Reduktion des Dimers. Glutathion 20 ist in jeder Zelle in mM 
Konzentrationen vorhanden. 
 
Schema 4: A: Glutathion 20 agiert in jeder Zelle als Redox-Puffer. Durch Oxidation von 20 
durch ROS/RNS erfolgt eine radikalische Dimerisierung. Monomeres Glutathion 20 
wird durch das Enzym Glutathion-Reduktase rückgebildet. B: Amifostin 21 ist das 
einzige durch die FDA zugelassene Radioprotektivum. Hydrolyse durch alkalische 
Phosphatasen überführt die Thiophosphorester-Funktionalität des Pro-
Pharmakons 21 zur aktiven Thiol-Komponente WR-1065 22. Der 
Wirkmechanismus von 22 entspricht dem von Glutathion 20. 
Ein Ungleichgewicht der Produktion und der Auslöschung von ROS/RNS kann zu 
erheblichen Schädigungen des Organismus führen. So kann durch Oxidation die Funktion von 
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Biomolekülen (Enzyme, Lipide, DNA etc.) verändert werden. Leicht erhöhte ROS/RNS-
Konzentrationen können zelluläre Prozesse vorübergehend beeinflussen, wohingegen ein 
stark erhöhtes Auftreten dieser Spezies irreversiblen Schaden, wie Mutationen, bis hin zum 
Zelltod verursachen kann. Letzteres wird bei der Strahlen-unterstützten Tumortherapie von 
Krebspatienten gezielt genutzt. Die Bestrahlung des Tumorgewebes soll die DNA der 
Krebszellen so stark schädigen, dass diese nicht mehr fähig zur Reproduktion sind und durch 
Apoptose zugrunde gehen. Zur Schonung des umliegenden Gewebes ist Amifostin 21 das 
bislang einzige durch die FDA zugelassene Radioprotektivum. Das Pro-Pharmakon 21 wird 
zunächst durch alkalische Phosphatasen zur aktivem Komponente, dem Thiol 22, 
hydrolysiert, um anschließend wie Glutathion 20 als Radikalfänger zu agieren (Schema 4B). 
In der Strahlentherapie werden elektromagnetische Strahlung (γ-Strahlung, Röntgenstrahlung) 
ebenso wie Teilchenbestrahlung (Elektronen, Protonen, Neutronen, Schwerioninen) 
eingesetzt. Aufgrund elementarer Unterschiede der Energieabgabe pro Längeneinheit an das 
durchdrungene Gewebe, dem sog. linearen Energietransfer (LET), wird der Großteil an 
DSB’s direkt oder indirekt induziert (Abbildung 11). 
 
Abbildung 11: Prinzipieller Unterschied zwischen niedrigem und hohem linearen Energietransfer 
(Low-LET und High-LET). Eine Low-LET-Strahlung (blau) ist beispielsweise 
Röntgenstrahlung. Ein Großteil der Energie wird durch Streuung an gesundes 
Gewebe vor dem Tumor abgegeben. Die konformale Bestrahlungstechnik nutzt 
Strahlengänge aus verschiedenen Richtungen, um einen möglichst hohen 
Überschneidungsbereich bei der zu behandelnden Körperregion zu schaffen. DNA-
Schaden wird größtenteils durch ROS aus ionisiertem Wasser induziert. High-LET-
Strahlung (rot) ist die Bestrahlung mit Schwerionen wie beispielsweise 
12
C-Ionen. 
Der Ionenstrahl ist fokussiert und die Energieabgabe erreicht einen Maximalwert 
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(Bragg Peak) nachdem die Teilchen eine definierte Geschwindigkeit unterschritten 
haben. Dieser Effekt ermöglicht die Behandlung besonders strahlenresistenter 
Tumore mit minimaler Schädigung des umliegenden Gewebes. DNA-Schaden wird 
größtenteils durch direkte Ionisation der Bindungen durch den Ionenstrahl induziert 
und weniger durch Streuung produzierte ROS.
[59-60]
 
Elektromagnetische Strahlung produziert etwa zwei Drittel der DSB´s indirekt durch 
Produktion von ROS aus intrazellulärem Wasser und lediglich ein Drittel durch direkte 
Ionisierung der DNA.
[59]
 Bestrahlung durch Schwerionen verhält sich diesbezüglich invers. 
Das sog. Bragg´sche Verhalten dieser Bestrahlungsmethode ermöglicht örtlich fokussierte 
Energieabgabe der Strahlung, wodurch Schaden des umliegenden gesunden Gewebes minimal 
gehalten wird. 
Das Gleichgewicht zwischen ROS/RNS-Produktion und -Eliminierung hat zudem Einfluss in 
der Entstehung und dem Fortschreiten von Krebs. Überhöhte ROS/RNS-Konzentrationen, 
sog. Zellstress, kann toxisch für gesunde Zellen wirken. Dennoch sind Krebszellen 
verwundbarer gegenüber erhöhtem Zellstress.
[61]
 Gezielte Manipulation des Redox-
Gleichgewichts durch therapeutische Maßnahmen zur Behandlung der Krankheit ist 
prinzipiell denkbar.
[58]
 Abbildung 12 soll die Unterschiede der Redox-Biologie zwischen 
gesunden Zellen und Krebszellen verdeutlichen.  
 
Abbildung 12: Vereinfachte Darstellung der Redox-Biologie gesunder Zellen (links) und 
Krebszellen (rechts). Unter physiologischen Bedingungen besteht ein 
Gleichgewicht aus ROS/RNS-Produktion (roter Pfeil) und -Eliminierung (grüner 
Pfeil) zur Steuerung grundlegender biochemischer Mechanismen.
[58]
 Gesunde 
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Zellen tolerieren zudem einen leichten Überschuss an ROS/RNS (roter Balken), 
solang dieser den natürlichen Speicher an Antioxidantien nicht auslastet. Der 
kritische Grenzwert (gepunktete Gerade), dessen Überschreitung zum Zelltod 
führen kann, wird nicht erreicht. Krebszellen zeichnen sich dagegen durch 
abnormal ausgeprägten Stoffwechsel und onkogene Signalübertragung aus. Die 
resultierende Konzentration des ROS/RNS-Gleichgewichts aus Produktion und 
Eliminierung ist am Anschlag des toxischen Grenzwerts. Die Reserven an 
Antioxidantien sind aufgebraucht, sodass überschüssige ROS/RNS-Produktion 
zum Zelltod führen. Die Redox-Dynamik in Krebszellen reagiert demnach deutlich 
empfindlicher auf zellulären Stress. Dies könnte als biochemische Basis zur 
Entwicklung von ROS/RNS-erzeugender Wirkstoffe dienen, um Krebszellen 
selektiv zu schaden. Modifizierte Abbildung.
[58]
 
Die in diesem Abschnitt erläuterten Einflussbereiche von ROS/RNS rechtfertigen die 
Nachfrage an Sonden, die ein Auftreten dieser kurzlebigen Substanzen in vivo detektieren 
können. Synthetische niedermolekulare Fluorophore gelten hierbei als leistungsfähigstes 
Werkzeug, da sie sehr sensitiv, einfach modifizierbar sind und keine außergewöhnliche 
Instrumentalisierung nötig ist.
[57, 62]
 H2O2 nimmt unter den ROS eine besondere Rolle ein, da 
es sich aufgrund der relativ hohen Stabilität in der Zelle anreichern kann. H2O2 kann einerseits 
als Vorläufer für andere reaktive Spezies agieren oder als deren Reaktionsprodukt auftreten. 
Abnormal hohe Konzentrationen an H2O2 können als Maß für oxidativen Stress herangezogen 
werden und wurden bereits mit dem menschlichen Alterungsprozess und Krankheiten wie 
Krebs,
[63]
 Herz-Kreislauf-Störung
[64]
 und der Alzheimer Demenz
[65]
 in Zusammenhang 
gebracht. 
Niedermolekulare Sonden, die mit dem Kontakt zu ROS/RNS empfindlich durch Änderung 
ihrer Fluoreszenz-Eigenschaften reagieren, dienen als elegantes Werkzeug zur visuellen 
Verfolgung von Zellstress in vivo. 2‘,7‘-Dichlorodihydrofluorescein 23 ist eine weit 
verbreitete H2O2-Sonde.
[57]
 Die Oxidation zum fluoreszenten Produkt kann allerdings auch 
durch andere ROS/RNS, unabhängig von H2O2, ausgelöst werden (Schema 5A).
[66]
 Außerdem 
neigt die Verbindung 23 zur Autooxidation durch UV-Licht.  
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Schema 5: A: Unselektive ROS/RNS-Sonde 23, die durch Oxidation aromatisiert wird.
[66]
 B: 
Dobz-AMC 25 setzt nach H2O2-vermittelter Hydrolyse der Boronester-Gruppen und 
1,6-Eliminierung das fluoreszente AMC 18 frei.
[67]
 C: Das nicht-fluoreszente 
Peroxyfluor-1 27 wird durch Reaktion mit H2O2 selektiv in Fluorescein 16 
überführt.
[68]
 
Deutlich stabiler und selektiver gegenüber H2O2 sind Boronester-basierte Fluoreszenzsonden. 
Aus der Schutzgruppenchemie ist bekannt, dass Boronester durch Reaktion mit H2O2 selektiv 
zu Alkoholen hydrolysiert werden. Die AMC-basierte Sonde 25 trägt eine para-
Dihydroxyboryloxycarbonyl-Gruppe (Dobz), welche nach Hydrolyse der Boronester-Gruppe 
eine spontane 1,6-Eliminierung durchführt (Schema 5B). Die Fluoreszenzintensität des 
freigesetzten AMC Moleküls 18 verhält sich im in vitro-Experiment linear zur H2O2-
Konzentration in einem Bereich zwischen 0,1 bis 5,0 µM.
[67]
 Die Koppelprodukte para-
Hydroxytoluol und CO2 haben keinen Einfluss auf das Fluoreszenzspektrum. Eine weitere 
interessante H2O2-Sonde ist die farblose und nicht-fluoreszente Verbindung 27.
[68]
 Das 
intermediär gebildete Hydrolyseprodukt lagert intramolekular unter Öffnung der Lacton-
Funktion um, sodass das hoch fluoreszente Fluorescein 16 entsteht (Schema 5C). Diese Sonde 
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27 gewährleistet eine ~500-fach höhere Fluoreszenzantwort gegenüber H2O2 im Vergleich zu 
anderen ROS/RNS wie tert-Butylhydroperoxid, Superoxid O2˙
-
, Stickstoffmonooxid NO und 
Hypochlorid ClO
-
. Zudem können H2O2-Konzentrationen im mikromolaren Bereich in 
lebenden HEK-Zellen verfolgt werden.
[57]
 
Boronester-basierte Fluorophor-Vorläufer zur Detektion und Echtzeit-Verfolgung von 
zellulärem Stress geben enormen synthetischen Spielraum zur Entwicklung 
anwendungsspezifischer Sonden. Die Wahl des Fluorophors gewährleitet einen definierten 
Emissionsbereich außerhalb der Eigenfluoreszenz des zu untersuchenden Gewebes. Das 
metabolische Imaging an zellulären Systemen via Fluoreszenzmikroskopie kann dem 
Verständnis biologischer Mechanismen, dem Effekt ionisierender Strahlung oder der 
Erforschung pathologischer Vorgänge von Krankheitsverläufen beisteuern. 
1.4 Nicht-Säugetier Modellorganismen 
Die klassische Zoologie beschäftigt sich mit der Entwicklung lebender Organismen. Neben 
der reinen Beschreibung unterschiedlicher Spezies wurden Lebewesen identifiziert, deren 
Eigenschaften sich für Entwicklungs-Biologische Anwendungen eignen. Zu den generellen 
Anforderungen an ein in vivo-Modellsystem gehören: Manipulierbarkeit des Organismus, 
gute praktische Handhabung, Definiertheit des Genotyps und der Phänotypen im Zuge der 
Entwicklung, Reproduzierbarkeit und statistische Signifikanz der Experimente. Nicht-Säuger 
wie Amphibien und Insekten haben sich beispielsweise als besonders robuste 
Modellorganismen zur Assay-Entwicklung bewährt gemacht.
[69-70]
 Das klassische 
Modellsystem der Entwicklungsbiologie und Genetik ist der Fadenwurm (Nematode) C. 
elegans.
[71]
 Der etwa 1 mm lange Rundwurm ist freilebend (nicht-parasitär) und kostengünstig 
bzw. leicht kultivierbar. Das Genom ist bekannt und es existieren genug Werkzeuge zu dessen 
Manipulation. Nach einer Generationszeit von 2-3 Tagen besitzt C. elegans eine definierte 
Anzahl an Körperzellen (959) und hat eine Lebenserwartung von 2-3 Wochen. Aufgrund der 
Transparenz des Tiers können dessen Organe problemlos mikroskopiert und charakteristische 
Phänotypen einer bestimmten Anwendung leicht identifiziert werden. Das Genom des 
Rundwurms ist zu etwa 60% homolog zu dem des Menschen, wodurch dieses Modellsystem 
sogar zur Analyse menschlicher Krankheiten und zur toxikologischen Testung chemischer 
Wirkstoffe genutzt wird. Beispielsweise ist die transgene Expression von β-Amyloid mit 
Bildung von Plaques, ein pathogenes Merkmal der Alzheimer Demenz, im Wurm etabliert, 
weshalb diese Mutante zur Erforschung der Krankheit genutzt werden kann.
[72-73]
 Zudem 
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stehen Mutationen der Präsenilin-Gene im Zusammenhang mit der Entstehung der Alzheimer 
Demenz. Da C. elegans 3 Homologe der betroffenen Gene trägt, konnte der Wurm als 
Modellsystem eines Hochdurchsatzscreens von Inhibitoren dieser Proteine genutzt werden. 
Eine verminderte Eiablage des Tiers wurde in dieser Studie als Phänotyp des 
Funktionsverlusts von Präsenilinen genutzt.
[74]
 Mit der Motivation herauszufinden inwiefern 
sich der Wurm für standardisierte toxikologische Screens eignet, wurden über 1000 
kommerzielle wirkstoffartige Verbindungen hinsichtlich Akkumulation und Metabolismus an 
C. elegans getestet.
[75]
 Es konnten strukturelle Motive organischer Moleküle identifiziert 
werden, die im Rundwurm generell nicht angereichert werden. Von den getesteten 
Verbindungen waren etwa die Hälfte betroffen. Eine Möglichkeit dieser Problematik 
entgegenzuwirken wäre die Entwicklung von C. elegans-Mutanten, die eine dünnere Oberhaut 
ausbilden und trotzdem gesund und lebensfähig sind. Eine solche Mutante konnte bis heute 
nicht entwickelt werden. Natürlich hat jeder Modellorganismus seine Stärken und Schwächen. 
Beispielsweise wird die Drosophila-Embryologie von Genetik-Studien dominiert, während 
sich Amphibien wie der Frosch hervorragend für Transplantations- und Injektions-
Experimente eignen. Toxikologische Studien ausgewählter Wirkstoffklassen lassen sich gut in 
C. elegans realisieren. Eine Sonderstellung der nicht-Säugetier Modellorganismen nimmt der 
Zebrafisch ein, der im folgenden Abschnitt detailliert vorgestellt wird. 
1.4.1 Der Zebrafisch 
Der Zebrafisch (Danio rerio) ist zweifelsohne der umfangsreichst beschriebene und genutzte 
nicht-Säugetier Modellorganismus dieser Tage. Die öffentlich zugängliche Datenbank 
zfin.org listet im Jahr 2012 über 17000 Publikationen, welche direkt oder indirekt mit dem 
Zebrafisch als Wirbeltier-Modellsystem in Zusammenhang stehen.
[76]
 Zudem beschäftigen 
sich weltweit etwa 800 Laboratorien, 160 Firmen und 6300 Wissenschaftler mit diesem 
Organismus, Tendenz steigend. 
Die Kombination aus relativ einfach zugänglicher Embryologie, die Möglichkeit genetischer 
Manipulation und die Eignung für toxikologische Studien macht dieses Modellsystem 
einzigartig. Der Zebrafisch oder Zebrabärbling gehört zur Familie der karpfenartigen Fische 
(Cyprinidae) aus der Klasse der Strahlenflosser (Actinopterygii) und ist in Asien, 
beispielweise in stehenden Gewässern Pakistans und in langsam fließenden Zuflüssen des 
Ganges in Indien und Bangladesch, beheimatet.
[77]
 Das Genom des Tiers ist entschlüsselt und 
umfasst eine Größe von 1,7 Milliarden Basenpaaren, ist also etwa halb so groß wie das des 
Menschen. Zudem konnte gezeigt werden, dass von etwa 70% der menschlichen Protein-
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kodierenden Gen-Sequenzen entsprechend homologe Sequenzen im Zebrafisch vorhanden 
sind.
[78]
 Die Haltung der Tiere ist mit wenig materiellem Aufwand realisierbar, während 
Nachzucht mit einer Generationszeit von etwa 2-3 Monaten im vertretbaren Rahmen liegt. Ein 
gesundes ausgewachsenes Weibchen laicht durchschnittlich einmal pro Woche, wobei ein 
Wurf zwischen 150 und 200 fertile Eier umfasst. Die embryonale Entwicklung geschieht 
rasch und kann anhand leicht identifizierbarer Phänotypen gut am Mikroskop verfolgt 
werden.
[79]
 Die Transparenz der Eihülle (Chorion) und des Embryos erlauben bereits zwei 
Tage nach Befruchtung (2 dpf) die Betrachtung des Hirns, der Augen, Ohren und sämtlicher 
Organe. Im Vergleich zu größeren Wirbeltieren können die Organe des Zebrafischs wie 
Miniatur-Versionen mit deutlich weniger Zellen und dennoch gleicher Funktionsweise 
angesehen werden.
[77]
 Die Geschwindigkeit der embryonalen Entwicklung kann sogar über 
die Umgebungstemperatur gezielt manipuliert werden.
[80]
 Die Entwicklungszeit (HT) bei 
einer gegebenen Temperatur (T) zwischen 25°C und 33°C steht über folgende Gleichung im 
Zusammenhang mit der Standard-Entwicklungszeit (h) bei 28,5°C: HT = h/(0,005T-0,57). 
Werden die Embryonen bei der Labor-üblichen Temperatur von 27°C aufgezogen, befreien 
sich die Larven nach etwa 3 dpf von ihrem schützenden Chorion, beginnen selbständig zu 
schwimmen und gehen ab 6 dpf auf Nahrungssuche. Letzterer Zeitpunkt ist daran zu 
erkennen, dass der Kiefer des Tiers voll ausgebildet ist und sich der Dottersack stark 
verkleinert hat. Das europäische Parlament setzt mit Richtlinie 2010/63/EU definierte 
Standards für den Umgang mit Tieren für wissenschaftliche Forschungszwecke. Dieser 
Richtlinie ist eindeutig zu entnehmen, dass selbige ab dem Zeitpunkt gültig wird, sobald die 
Larve selbstständig in der Lage ist, Nahrung aus der unmittelbaren Umgebung ausfindig zu 
machen und aufzunehmen. Entsprechend sind Experimente, die den sechsten Tag der 
Larvenentwicklung überschreiten, genehmigungspflichtig. Unter strenger Rücksichtnahme 
dieser Richtlinie gewinnt der Zebrafisch immer mehr Bedeutung für den Chemiker. 
Besonders die Entwicklung neuer Wirkstoffe erfordert neben der reinen 
Aktivitätsbestimmung in vitro, möglichst umfangreiche Tests in vivo, um weiterführende 
Evaluationen an Säugetieren rechtfertigen zu können. Zur Beantwortung toxikologischer 
Fragestellungen im Zuge der frühen Wirkstoffentwicklung kann die Zebrafischlarve vielseitig 
eingesetzt werden und neben der Evaluation toxischer Dosen, zudem zur Entwicklung 
anwendungsbezogener Assays herangezogen werden. Wirkstoffe können dem Embryo via 
Mikroinjektion verabreicht werden. Dieses Vorgehen gestaltet sich allerdings als sehr 
aufwändig, vor allem wenn eine hohe Anzahl an Organismen in Replikaten und unabhängigen 
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Experiment-Gruppen zur Generierung statistisch signifikanter Ergebnisse erwünscht sind. 
Deutlich eleganter ist die Aufnahme eines Wirkstoffs über das umgebene wässrige Medium. 
Grundsätzliche Voraussetzung hierfür ist, neben der kutanen Aufnahme durch den Embryo 
selbst, die Permeabilität durch das schützende Chorion (< 3dpf). Antragsfreie Experimente 
sind zeitlich begrenzt und werden deshalb möglichst früh (z.B. 1 dpf) gestartet. Es konnte 
anhand fluoreszenter Dextrane gezeigt werden, dass die Poren des Chorions die Aufnahme 
von Verbindungen schwerer als 3 kDa blockieren.
[81-82]
 Es gibt allerdings zahlreiche 
Ausnahmen, deren Ursachen bislang eher spekulativer Natur sind. Beispielsweise scheint es 
einen Effekt der Verhärtung der Eihülle zu geben, sodass auch kleineren Verbindungen der 
Durchlass verwehrt bleiben kann.
[83]
 Trotz dieser wenigen Beschränkungen wird der Großteil 
chemischer Verbindungen problemlos über das umgebene wässrige Medium aufgenommen. 
So bietet sich der Zebrafisch-Embryo als vielversprechendes toxikologisches in vivo Modell 
zur Umsetzung der EU-Chemikalienverordnung REACH (Regulation concerning the 
Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of CHemicals) an. Die REACH-
Verordnung gilt als strengste Chemikalienverordnung der Welt und sieht eine 
tierschutzkonforme toxikologische Testung zehntausender Altchemikalien vor. Es gibt 
zahlreiche Vorschläge voll- oder teil-automatisierter Anwendungen des toxikologischen 
Zebrafischlarventests, die eine Umsetzung von REACH ohne den Einsatz von Säugetieren 
ermöglichen sollen.
[84]
 Die prinzipiellen Prozessschritte gestalten sich dabei ähnlich. Als 
Vorbild der meisten Tests fungiert der sog. DarT (Danio rerio Test, Schema 6).
[85]
 
 
Schema 6: Prozedur des DarT (Danio rerio Test).
[86]
 Die Laichablage und Befruchtung wird mit 
0 hpf/dpf (hours/days post fertilization) als Startpunkt eines Experiments festgelegt. 
Im Laufe des ersten Tages werden die Eier von Mulm separiert und in spezielles 
Nährmedium überführt. Nach einem Tag werden am Mikroskop ausgewählte 
befruchtete Eier in Mikrotiterplatten mit den entsprechenden wässrigen Wirkstoff-
Lösungen überführt. Ein Experiment setzt sich i.d.R. aus Triplikaten pro 
Konzentrationsreihe zusammen. Bei der Verwendung von 24-Well-Mikrotiterplatten 
sollten 10 Eier pro Well vorgelegt werden. Die Entwicklung der Embryonen kann 
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dann bis zum sechsten Tag verfolgt werden. Festgelegte Endpunkte werden 
erkannt und dokumentiert, um anschließend das Experiment auszuwerten. 
Modifiziertes Schema.
[86]
 
Dieses Protokoll identifiziert toxische Effekte anhand sog. Endpunkte nach der Exposition 
einer Chemikalie. Die drei wichtigsten Endpunkte sind die Koagulation (Zersetzung des 
Embryos im Ei), das Ausbleiben des Herzschlags und gestörte Spontanbewegungen, die auf 
Störungen des Nervensystems oder auf Muskelschäden schließen lassen. Wird keiner dieser 
Endpunkte im zeitlichen Rahmen von 6 Tagen beobachtet, kann der Verlauf der 
Larvenentwicklung zunächst als normal deklariert werden. Um nun die getestete Chemikalie 
als ungiftig einzustufen, muss zusätzlich dessen Permeabilität in den Embryo nachgewiesen 
werden. Findet diese Permeation nämlich nicht statt, wird eine scheinbar gesunde 
Entwicklung der Larve beobachtet und falsch positive Ergebnisse werden generiert. Um 
dieses Risiko zu eliminieren kann eine akute Vergiftung in die Assay-Routine aufgenommen 
werden. Sofern es die Löslichkeit Chemikalie zulässt, können beliebige Phänotypen des 
Embryos durch enorm hoch angesetzte Konzentrationen das Eindringen der Chemikalie 
beweisen. Eine zweite Strategie ist das Entfernen der kritischen natürlichen Barriere zum 
Embryo, des Chorions. Eine Studie konnte allerdings zeigen, dass dieses Vorgehen durch 
Einsatz zersetzender Enzyme oder durch vorsichtige mechanische Eingriffe die 
Überlebenswahrscheinlichkeit der ungeschützten Larven stark reduziert, weshalb hiervon 
abzuraten ist.
[82]
 
Während die Entwicklung solcher Automatisierungs-Verfahren, die zum Teil als DIN- und 
OECD-Standards verfügbar sind,
[86]
 strengsten Regularien unterliegen, wird dem Einsatz der 
Zebrafischlarve als in vivo-Modell im akademischen Forschungsumfeld der Chemischen 
Biologie kaum Grenzen gesetzt. Die Mikroinjektion von kodierender RNA oder cDNA 
während des Einzelzell-Stadiums des Zebrafisch-Embryos lässt gezielte Expression von 
Genen zu und ermöglicht somit das Studium ihrer Funktion in unnatürlich hohen 
Konzentrationen oder in verlagerten Regionen des Organismus.
[87]
 Aufgrund der optischen 
Transparenz des Embryos gibt es zahlreiche Imaging-Anwendungen beginnend vom 
frühestmöglichen Punkt der Entwicklung des Organismus. Die chemischen und genetischen 
Techniken erlauben selektive Fluoreszenzmarkierung bioaktiver Makromoleküle, ganzer 
Zelltypen oder Organe. Proteinsensoren und niedermolekulare Fluoreszenzmarker 
ermöglichen die visuelle Verfolgung von Enzymfunktionen und metabolischen Reaktionen an 
lebendem Gewebe in Echtzeit.
[62]
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Die letzten drei Jahrzehnte Forschung am Zebrafisch-Embryo zeigen, dass dessen Einsatz als 
nicht-Säugetier Modellorganismus für Genetiker, Entwicklungsbiologen und Chemische 
Biologen einmaligen Zugang zu komplexen Fragestellungen ermöglicht und vor allem, dass 
das Potential dieses vermeintlichen Alleskönners längst nicht ausgeschöpft ist. 
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2 Zielsetzung 
Diese Arbeit wurde als Teilprojekt 2E im Rahmen des DFG-geförderten Graduiertenkollegs 
GRK1657 „Molecular and Cellular Responses to Ionizing Radiation“ angefertigt.  
Die chemotherapeutische Behandlung von Krebs greift gezielt den Stoffwechsel der Zellen 
an, um Teilung zu verhindern und Tumorwachstum zu stoppen. Je nach Krebsform, der 
individuellen Ausprägung, Lage und Stadium kann die Chemotherapie in Kombination mit 
Strahlentherapie durchgeführt werden. Nebenwirkungen der Medikation werden meist auf den 
Mangel an Selektivität gegenüber Krebszellen und auf die Schädigung gesunder 
Gewebetypen zurückgeführt. Die FDA hat bereits zwei Medikamente zur Behandlung von 
Myelompatienten zugelassen, deren Wirkprinzip auf der Inhibition des 20S-Proteasoms 
basieren und gleichermaßen als Hauptnebenwirkung Periphere Neuropathie, eine Krankheit 
des Zentralen Nervensystems, auslösen. Basierend auf dieser Thematik wurden dieser Arbeit 
folgende Schwerpunkte zum Ziel gesetzt: 
 
 Neben den kommerziellen Proteasominhibitoren Bortezomib und Carfilzomib sind in 
der Fachliteratur unzählige Inhibitorstrukturen publiziert, die sich in ihren 
Wirkmechanismen an den aktiven Zentren des Proteasoms unterscheiden. Peptidische 
und nicht-peptidische Strukturen stoppen die Proteolyse entweder allein durch hohe 
Affinität zu den aktiven Untereinheiten oder durch Ausbildung einer kovalenten 
Bindung zum katalytisch aktiven Zentrum Thr1. Letztere Inhibitionsstrategie wird 
durch elektrophile Kopfgruppen realisiert und kann einem reversiblen oder 
irreversiblen Bindungsmechanismus unterliegen. Neben der Identifikation einer 
vielversprechenden Leitstruktur durch einen systematischen Kopfgruppenvergleich, 
soll diese hinsichtlich zukünftiger Applikation als Chemotherapeutikum bzw. 
Strahlensensitivum optimiert werden. Zudem soll eine mechanistische Studie zeigen, 
inwiefern die enzymatische Aktivität des Proteasoms von dem Kontakt eines Liganden 
mit der Aminosäure Met45 abhängt. 
 
 Die biologische Testung neuer Wirkstoffstrukturen in vitro erfolgt extern durch 
Kooperation mit biochemisch ausgerichteten Arbeitsgruppen. Viele Fragestellungen, 
etwa toxikologischer Natur, können jedoch erst am Gesamtorganismus beantwortet 
werden. So wird eine Labor-interne Infrastruktur geschaffen, die eine Realisierung 
toxikologischer Untersuchungen am Zebrafisch-Embryo ermöglicht. 
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Maßgeschneiderte Assays sollen Wirkung bzw. Toxizität der Wirkstoffe nachweisen, 
um vielversprechende Substanzen frühzeitig zu identifizieren bzw. ungeeignete 
Strukturen auszusortieren. Besonderes Augenmerk liegt dabei auf einer möglichst 
unkomplizierten Durchführbarkeit der Embryonen-Assays und dem 
tierschutzkonformen Umgang mit den adulten Tieren. 
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3 Kumulativer Teil 
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3.1 Die Identifikation der α-Keto-Phenylamid-Kopfgruppe als 
vielversprechende elektrophile Leitstruktur 
Der Inhalt dieses Kapitels wurde bereits veröffentlicht: 
Martin L. Stein, Haissi Cui, Philipp Beck, Christian Dubiella, Constantin Voss, Achim 
Krüger, Boris Schmidt, Michael Groll, „Ein systematischer Vergleich peptidischer 
Proteasominhibitoren unterstreicht α-Ketoamid als vielversprechende elektrophile 
Leitstruktur”, Angewandte Chemie 2014, 126, 1705-1709. 
Mit freundlicher Genehmigung des Verlags Wiley-VCH. 
Das Proteasom wurde durch das akademische Forschungsumfeld und durch die 
pharmazeutische Industrie als vielversprechende Zielstruktur zur Behandlung verschiedener 
Krebs-Formen und Autoimmunerkrankungen erkannt. Reviews dokumentieren eine Unmenge 
an natürlichen und synthetischen Proteasominhibitoren. Jede dieser Verbindungen wird in 
Fachzeitschriften als „bessere Alternative“ gegenüber den zugelassenen Medikamenten 
Bortezomib und Carfilzomib angepriesen. Diese publizierten Inhibitoren unterscheiden sich in 
folgenden Punkten: Bindungsmodus (kovalent, nicht-kovalent, reversibel, irreversibel) und 
Struktur (peptidisch, nicht-peptidisch, pseudopeptidisch). Neben diesen elementaren 
Unterschieden, erschweren uneinheitliche biologische Aktivitätsassays einen 
wissenschaftlichen Vergleich der Wirkstoffkandidaten. In der folgenden Arbeit wurde 
erstmals eine systematische Vergleichs-Studie elektrophiler Funktionalitäten mit 
unterschiedlichen chemischen Reaktivitäten durchgeführt, um ein Ordnungsschema für 
Proteasominhibitor-Kopfgruppen aufzustellen. Hierzu wurde einheitlich das etablierte Z-
(Leu)3-Rückgrat zur Besetzung der S1-S3-Kavitäten des proteasomalen Bindungskanals 
gewählt, wobei die C-Termini die entsprechenden reaktiven Kopfgruppen tragen. Jede dieser 
Verbindungen wurde umfassend und durch identische Assay-Bedingungen getestet, um einen 
wissenschaftlichen Vergleich zu gewährleisten. Kristallisation der Inhibitoren im Komplex 
mit dem Hefe-Proteasom verdeutlicht unterschiedliche Bindungspräferenzen gegenüber den 
Untereinheiten β1, β2 und β5. Begleitend hierzu kamen Aktivitätsmessungen, sowohl an 
isoliertem Proteasom, als auch an HeLa-Zellen zum Einsatz. Pulsexperimente mit den LD90-
Konzentrationen der Inhibitoren dienten zur Bestimmung der Verweilzeit an den aktiven 
Zentren des Proteasoms. Die Abwägung aus Stärken und Schwächen der betrachteten 
Inhibitoren-Kopfgruppen 1-6 identifizierte die α-Keto-Phenylamid-basierte Verbindung 6 als 
besondere Leitstruktur für zukünftiges Wirkstoff-Design. Obwohl 3 und 4 zwar die höchste 
biologische Aktivität zeigten, limitiert ihr irreversibler Bindungsmodus ihren Einsatz auf 
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nicht-solide Tumortypen. 6 ist mit einem IC50-Wert von 72 nM die aktivste, der besser 
abbaubaren, reversibel bindenden Inhibitoren und eignet sich aufgrund des Bindungsmodus 
sogar für Applikationen an soliden Tumoren. Die hohe Affinität an die aktivste Untereinheit 
β5 wird der Besetzung der S1‘-Bindungstasche durch den Phenylamid-Teil des Liganden, 
nach Ausbildung der kovalenten Bindung an Thr1, zugeschrieben. Nach diesem umfassenden 
Vergleich, war ausblickend lediglich eine Aktivitätssteigerung dieser „besten Leitstruktur“ 
wünschenswert, um den kommerziellen Wirkstoffen Bortezomib und Carfilzomib 
ernstzunehmende Konkurrenz zu machen. 
Beitrag C. Voss: Synthese und Charakterisierung der Inhibitoren 1, 2 und 6 (Nummern wie in 
Publikation). 
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3.2 Aktivitäts-Optimierung der α-Keto-Phenylamid-basierten 
Inhibitor-Leitstruktur 
Inhalt dieses Kapitels wurde bereits zur Veröffentlichung angenommen. 
Constantin Voss, Christoph Scholz, Sabine Knorr, Philipp Beck, Martin L. Stein, Andrea Zall, 
Ulrike Kuckelkorn, Peter-Michael Kloetzel, Michael Groll, Kay Hamacher, Boris Schmidt, 
“α-Keto phenylamides phenylamides as P1'-extended proteasome inhibitors”, wurde am 
30.06.2014 zur Veröffentlichung im Journal ChemMedChem angenommen. 
Die FDA hat bereits zwei Proteasominhibitoren zur Behandlung nicht-solider Krebstumor-
Formen zugelassen. Die Behandlung der Krebspatienten wird nicht selten von der schweren 
Erkrankung des Nervensystems Periphere Neuropathie begleitet, was mangelnder Selektivität 
der Wirkstoffe gegenüber dem Proteasom zugeschrieben wird (Bortezomib 1 ~30% der 
Patienten, Carfilzomib 2 ~13% der Patienten). Wie bereits im vorigen Kapitel beschrieben, 
besitzen tripeptidische Inhibitoren auf Basis der α-Keto-Phenylamid-Kopfgruppe höchstes 
Potential für den Einsatz als Krebswirkstoffe der nächsten Generation. BSc2189 5 zeigt 
aufgrund Besetzung der gestrichenen und nicht-gestrichenen Seite des proteasomalen 
Bindungskanals ein einzigartiges Selektivitätsprofil gegenüber der β5-Untereinheit. Zudem 
ermöglicht der langsam reversible Bindungsmodus der Kopfgruppe an Thr1 die Penetration 
von tief liegendem, solidem Tumor-Gewebe. Mit einem IC50-Wert von 72 nM ist BSc2189 5 
bereits sehr potent, eine Steigerung der Aktivität wäre dennoch wünschenswert, um mit den 
kommerziellen Wirkstoffen konkurrieren zu können. Um diesem Anspruch gerecht zu 
werden, wurde der aromatische Rest der reaktiven Kopfgruppe von BSc2189 5 im Komplex 
mit dem Hefe-Proteasom analysiert. Die nahezu perfekt koplanare Ausrichtung des 
Phenylamid-Teils in Richtung der getrichenen Seite des Bindungskanals konnte als 
besonderes Charakteristikum dieser Inhibitor-Klasse identifiziert werden. Es wurde eine 
Struktur-Aktivitäts-Beziehung aus unterschiedlichen Substitutionen des phenylischen C-
Terminus und deren Einfluss auf die biologische Aktivität des Liganden aufgestellt. Durch 
dieses Vorgehen konnte der Einfluss der Elektronendichte des aromatischen Systems auf die 
enzymatische Umgebung des Liganden studiert werden. Es war der prinzipielle Trend zu 
erkennen, dass die gewählten Elektronen-Donor-Gruppen zu höheren biologischen 
Aktivitäten führen, als die Elektronen-Akzeptor-Gruppen. Den IC50-Wert der unsubstituierten 
Leitstruktur BSc2189 5 konnte allerdings keine der neuen Verbindungen unterbieten. Da die 
polare Natur der berücksichtigten Donor-Substitutionen den thermodynamischen Prozess der 
Bindung an das aktive Zentrum durch Wasser-Koordination behindern können, wurde eine 
   
 
64  Kumulativer Teil 
neue Hypothese aufgestellt: Methyl-Substituenten wirken als induktive Donoren, sind 
allerdings aufgrund ihrer apolaren Natur nicht in der Lage Wasser zu koordinieren und sollten 
demnach eine signifikante Aktivitätssteigerung gegenüber der ersten Inhibitor-Reihe 
aufweisen. Das ideale Methyl-Substitutionsmuster wurde durch Protein/Ligand-Docking 
ermittelt und führte zur Synthese der disubstituierten Verbindung BSc4999 6a. Durch diese 
Verbindung (IC50 = 38 nM) konnte die Aktivität der Leitstruktur BSc2189 5 (IC50 = 72 nM) 
signifikant gesteigert werden, während die bereits erwähnten biochemischen Stärken der 
Inhibitor-Klasse erhalten blieben. Mit BSc4999 6a ist es gelungen einen Proteasominhibitor 
zu entwickeln, dessen biologische Aktivität vergleichbar mit den etablierten Wirkstoffen ist 
und durch die Adressierung der gestrichenen Seite des proteasomalen Bindungskanals ein 
besonderes Selektivitätskriterium vorweist. Letzteres könnte das Auftreten von 
Nervenschäden am lebenden Organismus verhindern und sollte in weiterführenden Studien 
toxikologisch bewertet werden. 
Beitrag C. Voss: Projektplanung, Aufstellung der Struktur-Aktivitäts-Beziehung, Molekulares 
Docking, Synthese von MG132, IBX und 5 (Nummer wie in Publikation). 
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